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La presente invention concerne un perfectionnement aux vaccins ADN, encore 
appeles vaccins plasmidiques ou polynucleotidiques, comprenant et exprimant in vivo 
un ou plusieurs genes heterologues. Elle a trait en particulier a de tels vaccins 
perfectionnes, a I'utilisation de composes adjuvants particuliers pour la mise en oeuvre 
de tels vaccins ainsi qu'aux methodes de vaccination y relatives. Elle a encore pour 
objet un procede de preparation de ces vaccins. 

Les demandes de brevet WO-A-90 11092, WO-A-93 19183, WO-A-94 21797, 
WO-A-95 11307 et WO-A-95 20660 ont fait usage de la technique recemment 
developpee des vaccins polynucleotidiques. On sait que ces vaccins utilisent un 
plasmide apte a exprimer dans les cellules de I'hote un gene insere dans le plasmide 
et codant pour un immunogene. Toutes les voies d'administration ont ete proposees 
(intraperitoneale, intraveineuse, intramusculaire, transcutanee, intradermique, 
mucosale, etc.). Differents moyens de vaccination peuvent egalernent etre utilises, tels 
que ADN depose a la surface de particules d'or et projetede fa?on a penetrer dans les 
cellules de la peau de I'animal (Tang et al,. Nature 356, 152-154, 1992) et les injecteurs 
par jet liquide permettant de transfecter a la fois dans la peau, le muscle, les tissus 
graisseux et les tissus mammaires (Furth et al., Analytical Biochemistry, 205, 365-368, 
1992). 

On peut utiliser ces vaccins polynucleotidiques sous forme d'ADN nu ou sous 
forme de complexe avec des liposomes ou des lipides cationiques. 

L'invention a pour objectif d'ameliorer I'efficacite des vaccins ADN en proposant 
de nouvelles formulations vaccinates simples et faciles a preparer. 

Elle a aussi pour objectif de fournir une telle solution n'entramant pas 
d'interactions fortes entre TADN et le tiers ingredient, susceptibles de conduire a la 
formation d'un complexe. 

Elle a aussi pour objectif de proposer une telle solution permettant soit par 
simple melange de preparer des vaccins stables, formules sous une forme liquide, soit 
de realiser de maniere aisee un vaccin liquide par melange extemporane. 

La deposante a trouve de maniere surprenante que les composes de la classe 
des carbomeres repondent a ces divers objectifs et notamment sont en mesure 
d'adjuver de maniere simple mais dans des proportions tres avantageuses les vaccins 
ADN nus. 



La presente invention a done pour objet un vaccin ADN comprenant un ADN nu, 
en particulier plasmide vaccinal circulaire, super-enroule ou non, ou une molecule 
d'ADN lineaire, incorporant et exprimant in vivo une sequence nucleotidique codant 
pour un polypeptide antigenique, de preference un gene d'un agent pathogene, et au 
moins un compose adjuvant choisi parmi les polymeres de Tacide acrylique ou 
methacrylique et les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle. 

Par ADN nu, on entend comme cela est aujourd'hui communement accepte, une 
unite de transcription ADN sous forme d'une sequence polynucleotidique comprenant 
au moins une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide antigenique ou 
antigene d'une valence et les elements necessaires a son expression in vivo. On 
prefere la forme plasmide circulaire, super-enroulee ou non. Par valence, dans la 
presente invention, on entend au moins un antigene assurant une protection contre un 
pathogene, la valence pouvant contenir, a titre de sous-valence, un ou plusieurs genes 
naturels ou modifies, d'une ou plusieurs souches du pathogene considere. 

Les composes adjuvants preferes sont les polymeres de Tacide acrylique ou 
methacrylique reticules, notamment par des ethers polyalcenyliques de sucres ou de 
polyalcools. Ces composes sont connus sous le terme carbomere (Pharmeuropa vol. 
8, n° 2, juin 1996). L'homme de Tart peut aussi se referer a US-A-2 909 462 decrivant 
de tels polymeres acryliques reticules par un compose polyhydroxyle ayant au moins 
3 groupes hydroxyle, de preference pas plus de 8, les atomes d'hydrogene d'au moins 
trois hydroxyles etant remplaces par des radicaux aliphatiques insatures ayant au 
moins 2 atomes de carbone. Les radicaux preferes sont ceux contenant de 2 a 4 
atomes de carbone, e.g. vinyles, allyles et autres groupes ethyleniquement insatures. 
Les radicaux insatures peuvent eux-memes contenir d'autres substituants, tel que 
methyl. Les produits vendus sous la denomination Carbopol® (BF Goodrich, Ohio, 
USA) sont particulierement appropries. lis sont reticules par un allyl saccharose ou par 
de rallylpentaerythritol. Parmi eux, on peut citer les Carbopol® 974P, 934P et 971 P. 

Parmi les copolymeres d'anhydride maleique et de derive alcenyle, on prefere 
les EMA® (Monsanto) qui sont des copolymeres d'anhydride maleique et d'ethylene, 
lineaires ou reticules, par exemple reticules par du divinylether. On peut se referer a J. 
Fields et aL, Nature, 186 : 778-780, 4 juin 1960. 

Sur le plan de leur structure, les polymeres d'acide acrylique ou methacrylique 



et les EMA® sont formes de preference de motifs de base de formule suivante 



— -C (CH 2 ) X C-(CH 2 ) y 

COOH COOH 

dans laquelle : 

- R 1 et R 2 , identiques ou differents, represented H ou CH 3 

- x = 0 ou 1 , de preference x = 1 

- y = 1 ou 2, avec x + y = 2 

Pour les EMA®, x = 0 et y = 2. Pour les carbomeres, x = y = 1 . 

La dissolution de ces polymeres dans I'eau conduit a une solution acide qui sera 
neutralisee, de preference jusqu'a pH physiologique, pour donner la solution adjuvante 
dans laquelle le vaccin proprement dit sera incorpore. Les groupes carboxyliques du 
polymere sont alors en partie sous forme COO-. 

De maniere preferee, on realise une solution d'adjuvant selon Pinvention, 
notamment de carbomere, dans de Peau distillee, de preference en presence de 
chlorure de sodium, la solution obtenue etant a pH acide. On dilue cette solution mere 
en Pajoutant dans la quantite necessaire (pour Pobtention de la concentration finale 
souhaitee), ou une partie importante de celle-ci, d'eau chargee en NaCI, de preference 
eau physiologique (NaCI 9 g/l), en une ou plusieurs fois avec neutralisation 
concomitante ou subsequente (pH 7,3 a 7,4), de preference par NaOH. Cette solution 
a pH physiologique sera utilisee telle quelle pour melange avec le vaccin, notamment 
conserve sous forme lyophilisee, liquide ou congelee. 

La concentration en polymere dans la composition vaccinale finale sera de 0,01 
% a 2 % PA/, plus particulierement de 0,06 a 1 % PA/, de preference de 0,1 a 0,6 % 
PA/. 

Pour la vaccination des pores, Pinvention peut s'appliquer notamment a la 
vaccination contre le virus de la maladie d'Aujeszky (virus PRV ou pseudorage), virus 
de la grippe porcine (virus Influenza porcin, SIV), virus de la maladie mysterieuse du 
pore (virus PRRS), virus de la parvovirose porcine (virus PPV), virus de la peste porcine 
classique (virus HCV, ou Hog Cholera Virus) et bacterie responsable de 



I'actinobacillose (A. pleuropneumonias). Les plasmides utilisables dans I'invention 
comprennent, pour chaque valence, un ou plusieurs des genes codant pour des 
immunogenes majeure des agents pathogenes consideres. On peut citer en particulier 
les genes gB et gD pour le virus de la maladie d'Aujeszky, les genes HA, NP, N pour 
le virus de la grippe porcine, les genes ORF5 (E), ORF3, ORF6 (M) pour le virus PRRS, 
VP2 pour le virus de la parvovirose, E2, E1 + E2, E1 + E2 + C pour le virus de la peste 
porcine classique et apxl, apxll et apxlll pour A. pleuropneumoniae. De maniere 
particulierement avantageuse, on pourra se reporter aux formules de vaccins 
polynucleotidiques decrites dans la demande de brevet WO-A-98 03 658 (FR-A-2 751 
224) qui concerne des vaccins contre les pathologies respiratoires et de reproduction 
des pores. Cette demande decrit notamment un certain nombre de plasmides qui 
pourront etre directement utilises a titre d'exemples dans le cadre de la presente 
invention en combinaison avec un adjuvant selon I'invention. L'homme du metier pourra 
ainsi combiner, aux adjuvants conformes a I'invention, les plasmides specifiquement 
decrits dans cette demande anterieure, a savoir pAB090 comprenant le gene gB du 
virus PRV, pPB098 comprenant le gene gD du virus PRV, pPB143 comprenant le gene 
HA de la grippe porcine, souche H1N1, pPB142 comprenant le gene NP grippe porcine 
de souche H1N1, pPB144 comprenant le gene HA de la grippe porcine, souche H3N2, 
pPB132 comprenant le gene NP de la grippe porcine, souche H3N2, pAB025 
comprenant l*ORF5 du virus PRRS, souche Lelystad, pAB001 comprenant l'ORF5 du 
virus PRRS, souche USA, pAB091 comprenant l'ORF3 du virus PRRS, souche 
Lelystad, pAB092 comprenant l'ORF3 du virus PRRS, souche USA, pAB004 
comprenant le gene VP2 du parvovirus porcin, pAB069 comprenant le gene E1 du virus 
de la peste porcine (HCV), pAB061 comprenant le gene E2 du virus de la peste porcine 
(HCV), pAB162 comprenant le gene apxl delete d'A. pleuropneumoniae, pPB163 
comprenant le gene apxll delete d'A. pleuropneumoniae, pPB174', pPB189 et pPB190 
comprenant le gene apxlll delete d'A. pleuropneumoniae. 

Pour la vaccination des chevaux, on peut citer en particulier la vaccination contre 
le virus de la rhinopneumonie equine (EHV), notamment de type 1 (EHV-1) et de type 
4 (EHV-4), contre le virus de la grippe equine EIV, contre le tetanos (CI. tetani) contre 
le virus de I'encephalite de I'Est (EEV), de I'encephalite de I'Ouest (WEV) et de 
I'encephalite venezuelienne (VEV), ou encore contre la maladie de la Lyme (B. 



burgdorferi), contre I'arterite equine (EAV) et contre la rage. Parmi les genes codant 
pour des immunogenes majeurs utilisables selon I'invention, on peut citer des genes 
gB et gD pour ia valence rhinopneumonie equine, notamment de types 1 et 4, les genes 
HA, NA et NP pour la grippe equine, la sous-unite C, eventuellement modifiee par 
mutation ou deletion, pour la valence tetanos, les genes C et E2 pour les encephalites, 
les genes OspA, OspB et p100 pour la maladie de Lyme, les genes E, M et N pour 
I'arterite equine, le gene G pour la rage. De telles formules de vaccins 
polynucleotidiques contre les pathologies du cheval sont decrites notamment dans la 
demande de brevet WO-A-98 03 198 (FR-A-2 751 226). Cette meme demande decrit 
un certain nombre de plasmides directement utilisable dans la presente invention en 
combinaison avec un adjuvant conforme a I'invention. L'homme de Tart pourra done 
combiner, a Tadjuvant conforme a Tinvention, un plasmide tel que decrit precisement 
dans cette demande, a savoir pAB042 comprenant le gene gB du virus EHV-1, 
pAB031 comprenant le gene gB du virus EHV-4, pAB013 comprenant le gene gD du 
virus EHV-1 , pAB032 comprenant le gene gD du virus EHV-4, pAB043 comprenant le 
gene HA de la grippe equine, souche Prague, pAB033 comprenant le gene HA de la 
grippe equine, souche Suffolk, pAB099 comprenant le gene HA de la grippe equine, 
souche Fontainebleau, pAB085 comprenant le gene NP de la grippe equine, souche 
Prague, pAB084 comprenant le gene NP de la grippe equine, souche Jillin, pAB070 
comprenant le gene de la sous-unite C de la toxine tetanique, pAB017 comprenant le 
gene OspA de Borrelia burgdorferi, pAB094 comprenant le gene E2 du virus de 
rencephalite de I'Est, pAB093 comprenant le gene C du virus de I'encephalite de I'Est, 
pAB096 comprenant le gene E2 de I'encephalite de I'Ouest, pAB095 comprenant le 
gene C du virus de rencephalite de I'Ouest, pAB098 comprenant le gene E2 du virus 
de rencephalite venezuelienne, pAB097 comprenant le gene C du virus de I'encephalite 
venezuelienne, pAB041 comprenant le gene G du virus de la rage. 

Pour la vaccination des chiens, I'invention peut s'appliquer notamment a la 
vaccination contre le virus de la maladie de Carre (CDV), le parvovirus canin (CPV), le 
coronavirus canin (CCV), le virus herpes canin (CHV), la maladie de Lyme, la rage. 
Parmi les genes codant pour des immunogenes majeurs utilisables dans le cadre de 
la presente invention, on peut citer tout particulierement les genes HA, F, M et N pour 
le virus de la maladie de Carre, le gene VP2 pour le parvovirus canin, les genes S et 



M pour le coronavirus canin (CCV), les genes gB et gD pour le virus CHV, les genes 
OspA et OspB et p100 pour B. burgdorferi (maladie de Lyme), le gene G pour la rage. 
De telles formules de vaccins polynucleotidiques sont decrites en particulier dans la 
demande de brevet WO-A-98 03 199 (FR-A-2 751 227). L'homme du metier pourra 
done se reporter aux plasmides decrits dans cette demande, en combinaison avec les 
adjuvants conformes a I'invention. Tout particulierement, il pourra combiner, aux 
adjuvants conformes a I'invention, les plasmides specifiques decrits dans cette 
demande, a savoir pAB044 comprenant le gene HA de CDV, pAB036 comprenant le 
gene F de CDV, pAB024 comprenant le gene VP2 du parvovirus canin, pAB021 
comprenant le gene S de CCV, pAB022 comprenant le gene M de CCV, pAB037 
comprenant le gene gB de CHV, pAB038 comprenant le gene gD de CHV, pAB017 
comprenant le gene OspA de B. burgdorferi, pAB041 comprenant le gene G du virus 
de la rage. 

Pour la vaccination des bovins, I'invention peut s'appliquer notamment a la 
vaccination contre le virus herpes bovin de type 1 ou 5 (BHV-1 et BHV-5, responsable 
de la forme nerveuse de la maladie), le virus respiratoire syncytial bovin (BRSV), le 
virus de la maladie des muqueuses ou pestivirus bovin (BVD), le virus parainfluenza 
bovin de type 3 (BPI-3). Parmi les genes codant pour les immunogenes majeurs 
permettant la vaccination contre ces virus, on peut citer en particulier les genes gB et 
gD pour le virus herpes bovin, F et G pour le virus respiratoire syncytial bovin, E2, C + 
E1 + E2 et E1 + E2 pour le virus de la maladie des muqueuses, HN et F pour le virus 
parainfluenza bovin de type 3. De telles formules de vaccins sont decrites en particulier 
dans la demande de brevet WO-A-98 03 200 (FR-A-2 751 229). L'homme du metier 
pourra done utiliser les plasmides decrits dans cette demande en combinaison avec les 
adjuvants conformes a I'invention. En particulier il pourra combiner aux adjuvants 
conformes a I'invention les plasmides specifiquement decrits dans cette demande, a 
savoir pPB156 comprenant le gene gB de BHV-1 , pAB087 comprenant le gene gD de 
BHV-1, pAB011 comprenant le gene F de BRSV, pAB012 comprenant le gene G de 
BRSV, pAB058 comprenant le gene C de BVD, pAB059 comprenant le gene E1 de 
BVD, pAB060 comprenant le gene E2 de BVD, pAB071 comprenant le gene HN de 
BPI-3, pAB072 comprenant le gene F de BPI-3. 

Pour la vaccination des chats, I'invention peut s'appliquer notamment a la 



vaccination contre le virus de leucemie feline FeLV, notamment sous-types A et B, le 
virus de la panleucopenie (FPV), le virus de la peritonite infectieusie (FIPV), le virus du 
coryza ou herpesvirus felin (FHV), le virus de la calicivirose (FCV), le virus de 
rimmunodeficience feline (FIV) et le virus de la rage (rhabdovirus). Parmi les genes 
codant pour des immunogenes majeurs permettant la vaccination contre ces 
pathogenes, on peut citer en particulier les genes env et gag/pol pour la leucemie 
feline, VP2 pour la panleucopenie, S modifie et M pour la peritonite infectieuse, gB et 
gD pour le coryza, capside pour la calicivirose, env et gag/pro pour rimmunodeficience 
feline et G pour la rage. Des formules de vaccins polynucleotidiques sont ainsi decrites 
dans la demande de brevet WO-A-98 03 660 (FR-A-2 751 223). L'homme du metier 
pourra combiner des plasmides tels que decrits dans cette demande aux adjuvants 
conformes a I'invention. En particulier, il pourra combiner, aux adjuvants conformes a 
Tinvention, les plasmides specifiquement decrits dans cette demande, a savoir pPB1 79 
comprenant le gene env du virus FeLV-A, pPB180 comprenant le gene env du virus 
FeLV-B, pPB181 comprenant le gene gag/pol de FeLV-A, pAB009 comprenant le gene 
VP2 de FPV, pAB053 comprenant le gene S modifie du virus FIPV, pAB052 
comprenant le gene M de FIPV, pAB056 comprenant le gene N de FIPV, pAB028 
comprenant le gene gB de FHV, pAB029 comprenant le gene gD de FHV, pAB010 
comprenant le gene C de FCV, pAB030 comprenant le gene env de FIV, pAB083 
comprenant le gene gag/pro de FIV, pAB041 comprenant le gene G du virus de la rage. 

Pour la vaccination des especes aviaires, Tinvention peut s'appliquer notamment 
a la vaccination contre le virus de la maladie de Marek (MDV), le virus de la maladie de 
Newcastle (NDV), le virus de la maladie de Gumboro (IBDV ou Infectious Bursal 
Disease Virus), le virus de la bronchite infectieuse (IBV ou virus de la bronchite 
infectieuse), le virus de I'anemie infectieuse (CAV), le virus de la laryngotracheite 
infectieuse (ILTV), le virus de Tencephalomyelite (AEV ou encore virus de la leucose 
aviaire ALV), le virus de la pneumovirose ou pneumovirus, et le virus de la peste 
aviaire. Parmi les genes codant pour les immunogenes majeurs utilisables dans la 
presente invention, on peut citer tout particulierement les genes gB et gD pour le virus 
de la maladie de Marek, HN et F pour le virus de la maladie de Newcastle, VP2 pour 
le virus de la maladie de Gumboro, S, M et N pour le virus de la bronchite infectieuse, 
C + NS1 pour le virus de I'anemie infectieuse, gB et gD pour le virus de la 
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laryngotracheite infectieuse, env et gag/pro pour le vims de I'encephalomyelite, F et G 
pour le virus de la pneumovirose et HA, N et NP pour le virus de la peste aviaire. De 
telles formules de vaccins polynucleotidiques sont decrites dans la demande de brevet 
WO-A-98 03 659 (FR-A-2 751 225). L'homme du metier pourra done se reporter aux 
plasmides decrits dans cette demande en vue de les combiner aux adjuvants 
conformes a I'invention. Tout particulierement l'homme du metier pourra combiner aux 
adjuvants conformes a I'invention les plasmides decrits specifiquement dans cette 
demande, a savoir pAB045 comprenant le gene gB de MDV, pAB080 comprenant le 
gene gD de MDV, pAB046 comprenant le gene HN de NDV, pAB047 comprenant le 
gene F de NDV, pAB048 comprenant le gene VP2 d'IBDV, pAB049 comprenant le 
gene S1 d'IBV, pAB050 comprenant le gene M d'IBV, pAB051 comprenant le gene N 
d'IBV, pAB054 comprenant le gene VP1 de CAV, pAB055 comprenant le gene VP2 de 
CAV, pAB076 comprenant le gene gB d'lLTV, pAB089 comprenant le gene gD d'lLTV, 
pAB086 comprenant le gene env d'AEV, pAB081 comprenant le gene gag/pro d'AEV, 
pAB082 comprenant le gene G du pneumovirus, pAB077 comprenant le gene HA de 
la peste aviaire, souche H2N2, pAB078 comprenant le gene HA de la peste aviaire, 
souche H7N7, pAB088 comprenant le gene NP de la peste aviaire, souche H1N1, 
pAB079 comprenant le gene N de la peste aviaire, souche H7N1 . 

Chaque ADN nu, en particulier plasmide, comprend un promoteur apte a 
assurer, dans les cellules notes, I'expression du gene insere sous sa dependance. II 
s'agira en general d'un promoteur eucaryote fort et en particulier d'un promoteur 
precoce du cytomegalovirus CMV-IE, d'origine humaine ou murine, ou encore 
eventuellement d'une autre origine telle que rat, cochon, cobaye. De maniere plus 
generate, le promoteur pourra etre soit d'origine virale, soit d'origine cellulaire. Comme 
promoteur viral autre que CMV-IE, on peut citer le promoteur precoce ou tardif du virus 
SV 40 ou le promoteur LTR du virus du Sarcome de Rous. II peut aussi s'agir d'un 
promoteur du virus dont provient le gene, par exemple le promoteur propre du gene. 
Comme promoteur cellulaire, on peut citer le promoteur d'un gene du cytosquelette, tel 
que par exemple le promoteur de la desmine (Bolmont et al. , Journal of Submicroscopic 
Cytology and Pathology, 1990, 22, 117-122 ; et ZHENLIN et al., Gene, 1989, 78, 243- 
254), ou encore le promoteur de I'actine. Lorsque plusieurs genes sont presents dans 
le meme ADN nu, en particulier plasmide, ceux-ci peuvent etre presentes dans la 
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meme unite de transcription ou dans deux unites differentes. 

Bien entendu, un vaccin pourra combiner, pour chacune des valences decrites 
ci-dessus, plusieurs genes au sein d'un meme ADN nu, en particulier plasmide, et/ou 
plusieurs ADN nus, en particulier plasmides, comprenant chacun un ou plusieurs genes 
du meme virus. 

L'invention a aussi pour objet des vaccins recombinants multi-valents, c'est-a- 
dire contenant un, ou de preference deux ou plusieurs, ADN nus, en particulier 
plasmides, exprimant des antigenes de deux ou plusieurs maladies, en melange dans 
une solution adjuvante conforme a ('invention. 

Dans le vaccin pret-a-l'emploi, i'ADN nu, en particulier le plasmide vaccinal, est 
present dans les quantites habituellement utilisees et decrites dans la litterature. 

L'invention a aussi pour objet une methode de vaccination consistant a 
administrer par voie parenteral, de preference intramusculaire, intradermique, ou par 
voie mucosale, un vaccin ADN conforme a l'invention, a raison d'une ou plusieurs 
administrations. 

L'invention a encore pour objet r utilisation des composes adjuvants conformes 
a I'invention pour la realisation de vaccins ADN adjuves tels que decrits ici. 

L'invention va etre maintenant decrite plus en details, a I'aide de modes de 
realisation pris a titre d'exemples non limitatifs, et se referant aux figures annexees. 

Liste des Figures : 

Figure N°1 : Sequence du gene hemagglutinine (HA) du virus de la grippe 



equine souche Newmarket 2/93 



Figure N°2 : 



Sequence du gene hemagglutinine (HA) du virus de la grippe 
equine souche Kentucky 1/94 



Figure N°3 : 



Sequence du gene neuraminidase (NA) du virus de la grippe 
equine souche Newmarket 2/93 



Figure N°4 : 



Sequence du gene neuraminidase (NA) du virus de la grippe 
equine souche Kentucky 1/94 



Figure N°5 : 



Sequence du gene nucleoproteine (NP) du virus de la grippe 
equine souche Newmarket 2/93 



Figure N°6 : 



Sequence du gene nucleoproteine (NP) du virus de la grippe 
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equine souche Kentucky 1/94 



Liste des Sequences : 



in M° 1 ■ 


wiiy uriucieoxiae l-uluu/ 




vjiigonucieo iiae lulu i o 


ccn in M°^ • 


oequence au gene ma soucne tiv Newmarket 2/93 


ccn in M°A • 

OCU iU IM H- . 


ungonucieo iiae llluzu 


SEQ ID N°5 : 


Sequence du gene HA souche EIV Kentucky 1/94 


SEQ ID N°6 : 


Oligonucleotide AB260 


SEQ ID N°7 : 


Oligonucleotide AB262 


SEQ ID N°8 : 


Sequence du gene NA souche EIV Newmarket 2/93 


SEQ ID N°9 : 


Sequence du gene NA souche EIV Kentucky 1/94 


SEQ ID N°10 


: Oligonucleotide CCL01 9 


SEQ ID N°1 1 


: Oligonucleotide CCL021 


SEQ ID N°12 


: Sequence du gene NP souche EIV Newmarket 2/93 


SEQ ID N°13 


: Sequence du gene NP souche EIV Kentucky 1/94 



Exemple 1 : Adjuvant 

Le carbomere utilise dans les vaccins conformes a la presente invention est le 
Carbopol® 974P fabrique par la societe BF Goodrich (PM environ 3 millions). 

On prepare tout d'abord une solution mere a 1 ,5 % de Carbopol® 974P dans de 
I'eau distillee contenant du chlorure de sodium a 1 g/l. 

Cette. solution mere est ensuite utilisee pour la fabrication d'une solution de 
Carbopol® en eau physiologique a 4 mg/ml. La solution mere est versee dans la totalite 
de I'eau physiologique (ou eventuellement dans la majorite de celle-ci) en 1 fois ou 
eventuellement en plusieurs fois avec a chaque fois I'ajustement du pH a I'aide de 
NaOH (par exemple 1 N ou plus concentre) a une valeur d'environ 7,3 a 7,4. 

On obtient alors une solution de Carbopol® prete a I'emploi. 
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Exemple 2 : Culture des virus 

Les virus sont cultives sur le systeme cellulaire approprie jusqu'a obtention d'un 
effet cytopathique. Les systemes cellulaires a utiliser pour chaque virus sont bien 
connus de I'homme du metier. Brievement, des cellules sensibles au virus utilise, 
cultivees en milieu minimum essentiel de Eagle {milieu "MEM) ou un autre milieu 
approprie, sont inoculees avec la souche virale etudiee en utilisant une multiplicity 
d 'infection de 1 . Les cellules infectees sont alors incubees a 37 °C pendant le temps 
necessaire a I'apparition d'un effet cytopathique complet (en moyenne 36 heures). 

Exemple 3 : Extraction des ADNs genomiques viraux 

Apres culture, le surnageant et les cellules lysees sont recoltees et la totalite de la 
suspension virale est centrifugee a 1000 g pendant 10 minutes a + 4°C pour 
eliminer les debris cellulaires. Les particules virales sont alors recoltees par 
ultracentrifugation a 400000 g pendant 1 heure a + 4°C. Le culot est repris dans 
un volume minimum de tampon (Tris 10 mM, EDTA 1 mM). Cette suspension virale 
concentree est traitee par la proteinase K (100 //g/ml final) en presence de sodium 
dodecyl sulfate (SDS) (0,5% final) pendant 2 heures a 37°C. L'ADN viral est 
ensuite extrait avec un melange de phenol/chloroforme, puis precipite avec 2 
volumes d'ethanol absolu. Apres une nuit a - 20 o C, TADN est centrifuge a 10000 
g pendant 15 minutes a + 4°C. Le culot d'ADN est seche, puis repris dans un 
volume minimum d'eau ultrapure sterile. II peut alors etre digere par des enzymes 
de restriction. 

Exemple 4 : Isolement des ARNs genomiques viraux 

Les virus a ARN ont ete purifies selon les techniques bien connues de Thomme du 
metier. L'ARN viral genomique de chaque virus a ete ensuite isole en utilisant la 
technique d'extraction "thiocyanate de guanidium/phenol-chloroforme" decrite par 
P. Chomczynski et N. Sacchi (Anal. Biochem. 1987. 162. 156-159). 

Exemple 5 : Techniques de biologie moleculaire 

Toutes les constructions de plasmides ont ete realisees en utilisant les techniques 
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standards de biologie moleculaire decrites par J. Sarnbrook et aL (Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual. 2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold 
Spring Harbor. New York. 1989). Tous les fragments de restriction utilises pour la 
presente invention ont ete isoles en utilisant le kit "Geneclean" (BIO101 Inc. La 
Jolla, CA). 

Exemple 6 : Technique de RT-PCR 

Des oligonucleotides specif iques (comportant a leurs extremites 5' des sites de 
restriction pour faciliter le clonage des fragments amplifies) ont ete synthetises de 
telle facon qu'ils couvrent entierement les regions codantes des genes devant etre 
amplifies (voir exemples specif iques). La reaction de transcription inverse (RT) et 
('amplification en~ chame par polymerase (PCR) ont ete effectuees selon les 
techniques standards (J. Sarnbrook et aL Molecular Cloning: A Laboratory Manual. 
2 nd Edition. Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor. New York. 1989). 
Chaque reaction de RT-PCR a ete faite avec un couple d'amplimers specifiques et 
en prenant comme matrice TARN genomique viral extrait. L'ADN complementaire 
amplifie a ete extrait au phenol/chloroforme/alcool isoamylique (25:24:1) avant 
d'etre digere par les enzymes de restriction. 

Exemple 7 : plasmide pVR1012 

Le plasmide pVR1012 a ete obtenu aupres de Vical Inc. San Diego, CA, USA. Sa 
construction a ete decrite dans J. Hartikka et aL (Human Gene Therapy. 1 996. 7. 
1205-1217). 

Exemple 8 : Construction du plasmide pCCL027 (gene EIV HA Newmarket 2/93) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec TARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
ElVHsouche Newmarket 2/93)(Daly et aL J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671), 
prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides 
suivants : 

CCL007 (40 merMSEQ ID N°1) 
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5' TTGTCGACTCAATCATGAAGACAACCATTATTTTGATACT 3' 
CCL018 (34 mer)(SEQ ID N°2) 

5 f TTGGATCCTTACTCAAATGCAAATGTTGCACGTG 3 r 

pour isoler le gene codant pour la glycoprotein HA du virus de la grippe equine 
(souche Newmarket 2/93) (Figure N°1, SEQ ID N°3) sous la forme d'un fragment 
PCR d'environ 1750 pb. Ce fragment a ete purifie, puis ligature avec le vecteur 
pCRII (Cat# K2000-01, InVitrogen Corp. Carlsbad, CA) pour donner le plasmide 
pCCL026. Le plasmide pCCL026 a alors ete digere avec les enzymes de restriction 
Sail et Notl pour isoler un fragment Sall-Notl de 1751 pb contenant le gene EIV HA 
Newmarket 2/93. Ce fragment a ensuite ete ligature avec le plasmide pVR1012 
(voir exemple 7), prealablement digere par Sail et Notl, pour donner le plasmide 
pCCL027 (6642 pb). 

Exemple 9 : Construction du plasmide pPB242 (gene EIV HA Kentucky 1/94) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec TARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
EIV)(souche Kentucky 1/94)(Daly et aL J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671, prepare 
selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants: 
CCL007 (40 merMSEQ ID N°1 ) 

5' TTGTCGACTCAATCATGAAGACAACCATTATTTTGATACT 3 f 
CCL020 (34 merMSEQ ID N°4) 

5 f TTGGATCCTTACTCAAATGCAAATGTTGCATCTG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine HA du virus de la grippe equine 
(souche Kentucky 1/94) (Figure N°2, SEQ ID N°5) sous la forme d'un fragment 
PCR d'environ 1750 pb. Ce fragment a ete purifie, puis ligature avec le vecteur 
pCRII (Cat# K2000-01, InVitrogen Corp. Carlsbad, CA) pour donner le plasmide 
pCCL028. Le plasmide pCCL028 a ete digere avec les enzymes de restriction Sacl 
et BamHI pour isoler un fragment Sacl-BamHI de 1 1 53 pb (fragment A) contenant 
la partie 3' du gene EIV HA Kentucky 1/94- Le plasmide pCCL028 a ete digere 
avec les enzymes de restriction Sacl et EcoRV pour isoler un fragment Sacl-EcoRV 
de 621 pb (fragment B) contenant la partie 5' du gene EIV HA Kentucky 1/94. Les 
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fragments A et B ont ensuite ete ligatures ensemble avec le plasmide pVR1012 
(voir exemple 7), prealablement digere par EcoRV et BamHI, pour donner le 
plasmide pPB242 (6688 pb). 

Exemple 10 : Construction du plasmide pAB142 (gene EIV NA Newmarket 2/93) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec TARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
EIV)(souche Newmarket 2/93)(Daly et a/. J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671, 
prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides 
suivants : 

AB260 (35 merMSEQ ID N°6) 

5' TTTGTCGACATGAAYCCAAATCAAAARATAATAAC 3' 
AB262 (32 mer)(SEQ ID N°7) 

5' TTTGGATCCYTACATCTTRTCGATGTCAAAGG 3' 

pour isoler le gene codant pour la glycoproteine neuraminidase (NA) du virus de la 
grippe equine (souche Newmarket 2/93) (Figure N°3, SEQ ID N°8) sous la forme 
d'un fragment PCR d'environ 1430 pb. Ce fragment a ete purifie, puis digere avec 
les enzymes de restriction Sail et BamHI pour isoler un fragment Sall-BamHI de 
1418 pb contenant le gene EIV NA Newmarket 2/93. Ce fragment a ensuite ete 
ligature avec le plasmide pVR1012 (voir exemple 7), prealablement digere par Sail 
et BamHI, pour donner le plasmide pAB142 (6287 pb). 

Exemple 11 : Construction du plasmide pPB246 (gene EIV NA Kentucky 1/94) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec I'ARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
EIV)(souche Kentucky 1/94)(Daly et aL J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671, prepare 
selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants 
AB260 et AB262 (exemple 10) pour isoler le gene codant pour la glycoproteine 
neuraminidase (NA) du virus de la grippe equine (souche Kentucky 1/94) (Figure 
N°4, SEQ ID N°9) sous la forme d'un fragment PCR d'environ 1430 pb. Ce 
fragment a ete purifie, puis digere avec les enzymes de restriction Sail et BamHI 
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pour isoler un fragment Sall-BamHI de 1418 pb contenant ie gene EIV NA Kentucky 
1/94. Ce fragment a ensuite ete ligature avec le plasmide pVR1012 (voir exemple 
7), prealablement digere par Sail et BamHI, pour donner le plasmide pAB1 16 (6287 
pb). 

Exemple 12 : Construction du plasmide pPB245 (gene EIV IMP Newmarket 2/93) 
Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec TARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
ElVMsouche Newmarket 2/93){Daly et aL J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671/ 
prepare selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides 
suivants : 

CCL019 (25 merMSEQ ID N°10) 

5' TTGTCGACCATGGCGTCTCAAGGCAC 3' 

CCL021 (28 merMSEQ ID N°1 1) 

5' TTTCTAGACTTTAAYTGTCAWACTCYTC 3' 

pour isoler le gene codant pour la nucleoproteine (NP) du virus de la grippe equine 
(souche Newmarket 2/93) (Figure N°5, SEQ ID N°12) sous la forme d'un fragment 
PCR d'environ 1 520 pb. Ce fragment a ete purifie, puis digere avec les enzymes de 
restriction Sail et Xbal pour isoler un fragment Sall-Xbal de 1506 pb contenant le 
gene EIV NP Newmarket 2/93. Ce fragment a ensuite ete ligature avec le plasmide 
pVR1012 (voir exemple 7), prealablement digere par Sail et Xball, pour donner le 
plasmide pPB245 (6389 pb). 

Exemple 13 : Construction du plasmide pPB246 {gene EIV NP Kentucky 1/94) 

Une reaction de RT-PCR selon la technique decrite dans I'exemple 6 a ete realisee 
avec TARN genomique du virus de la grippe equine (Equine Influenza Virus ou 
ElVMsouche Kentucky 1/94)(Daly et aL J. Gen. Virol. 1996. 77. 661-671, prepare 
selon la technique decrite dans I'exemple 4, et avec les oligonucleotides suivants 
CCL019 et CCL021 (exemple 12) pour isoler le gene codant pour la nucleoproteine 
(NP) du virus de la grippe equine (souche Kentucky 1/94) (Figure N°6, SEQ ID 
N°13) sous la forme d'un fragment PCR d'environ 1520 pb. Ce fragment a ete 



16 

purifie, puis digere avec les enzymes de restriction Sail et Xbal pour isoler un 
fragment Sall-Xbal de 1506 pb contenant le gene EIV NP Kentucky 1/94. Ce 
fragment a ensuite ete ligature avec le plasmide pVR1012 (voir exemple 7), 
prealablement digere par Sail et Xball, pour donner le plasmide pPB246 (6389 pb). 

Exemple 14 : Construction du plasmide pPB156 (gene BHV-1 gB) 

Sa construction est decrite dans WO-A-98 03200. 

Exemple 15 : Construction du plasmide pAB087 (gene BHV-1 gD) 
Sa construction est decrite dans WO-A-98 03200. 

Exemple 1 6 : Construction du plasmide pAB090 (gene PRV gB) 
Sa construction est decrite dans WO-A-98 03658. 

Exemple 1 7 : Construction du plasmide pPB098 (gene PRV gD) 

Sa construction est decrite dans WO-A-98 03658. 

Exemple 1 8 : Construction du plasmide pAB044 (gene CDV HA) 

Sa construction est decrite dans WO-A-98 03199. 

Exemple 1 9 : Construction du plasmide pAB036 (gene CDV F) 

Sa construction est decrite dans WO-A-98 03199. 

Exemple 20 : Construction du plasmide pAB041 (gene G du virus de la rage) 

Sa construction est decrite dans WO-A-98 03199. 

Exemple 21 : Application chez le cheval 

Le vaccin teste est un melange des 3 plasmides pCCL027 (exemple 8), pAB142 
(exemple 10) et pPB245 (exemple 12) contenant et exprimant respectivement les 
genes HA, NA et NP du virus EIV souche Newmarket 2/93. Ce melange est associe 
ou non au carbomere comme selon la presente invention. 
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Le protocole de vaccination/epreuve a ete le suivant : 



Groupe 


Nombre de 
chevaux 


Vaccin 


Diluant 


Dose 


A 


5 


pCCL027+pAB142 
+pPB245 


solution saline 


3 x 400 jjg 


B 


5 


pCCL027 + pAB142 
+pPB245 


Carbopol® 
974P 


3 x 400 pg 


C 


6 


Vaccin commercial 




1 dose 
commerciale 


D 

(temoins) 


5 









Des poneys (Welsh Mountain ponies) de 7 a 8 mois d'age, ne presentant pas 
d'anticorps detectables contre les virus H3N8 et H7N7, mesures par le test SRH 
(pour Single Radial Hemolysis ou hemolyse radiale simple), ont ete utilises pour 
cette etude. Les poneys ont ete repartis au hasard dans les 4 groupes. 
Les chevaux ont ete vaccines a JO et J35 par voie intramusculaire. Le vaccin 
commercial utilise pour le groupe C a ete administre aux chevaux sous un volume 
de dose de 1 ml. 

Les poneys des groupes A et B ont recu chacun 2 doses de 5 ml a JO et J35 par 
injection intramusculaire profonde dans le cou. 

A J56, trois semaines apres la deuxieme vaccination, chaque poney a ete infecte 
par une exposition a un aerosol provenant d'envirbn 1 ml de liquide allantoTdien 
contenant un total de 10 7,3 EID50 de virus influenza A-equi-2/Sussex/89 / en 
utilisant un nebulisateur de modele ULTRA 2000 (De Vilbiss, Somerset PA), comme 
decrit par Mumford et a/. Equine Vet. J. 1990. 22. 93-98. 

Apres epreuve, les poneys ont ete suivis pour observer les signes cliniques 
(etablissement d'un score clinique) et pour la temperature. Des ecouvillonnages 
nasaux ont ete realises quotidiennement depuis le jour 0 de I'epreuve jusqu'au 
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1 Oeme jour apres epreuve pour mesurer la quantite de virus excrete par chaque 
cheval eprouve. 

Enfin, des prises de sang ont ete effectuees tout au long du protocole, avant et 
apres epreuve (jours JO, J7, J 14, J35, J49, J56, J63 et J70) afin de mesurer la 
cinetique d'apparition et le taux des anticorps SRH et IHA (anticorps 
hemagglutinants) pour chaque groupe vaccine. 

Exemple 22 : Application chez le pore 

L'efficacite d'un vaccin plasmidique, associe ou non au carbomere, a ete etudiee 
chez le pore dans un modele de vaccination/epreuve de la maladie d'Aujeszky. Le 
vaccin teste est un melange des 2 plasmides pAB090 (exemple 1 6) et pPB098 
(exemple 1 7), comprenant et exprimant respectivement les genes gB et gD du virus 
PRV. Le melange a ete associe ou non au carbomere comme selon la presente 
invention. Le protocole de vaccination/epreuve utilise a ete le suivant : 



Groupe 


Nombre de 
pores 


Vaccin 


Diluant 


Dose 


A 


6 


pPB098 + pAB090 


solution saline 


2 x 200 /jg 


B 


6 


pPB098 + pAB090 


Carbopol® 
974P 


2 x 200 fjg 


C 


6 


Geskypur 




1 dose 
commerciale 


D 

(temoins) 


6 









A JO, les pores des groupes A et B ont ete vaccines avec le melange des plasmides 
PPB098 et pAB090 (200 /jg de chaque plasmide), associe ou non avec le 
carbomere, par voie intramusculaire, et sous un volume de 2 ml. 
Les pores du groupe C ont recu une injection du vaccin commercial Geskypur 
(vaccin sous-unites, MERIAL, Lyon, France) par voie intramusculaire sous un volume 
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de 2 ml. 

Les pores du groupe D n'ont pas ete vaccines. 

A J21, tous les pores ont ete eprouves avec 2 ml (a raison d'1 ml par narine) d'une 
suspension virale de la souche d'epreuve Aujeszky souche NIA3 (dilution au 1/5 
d'une solution stock titrant 10 8 - 25 DICC50/ml). 

Apres epreuve, les pores ont ete suivis pour la mortalite et le critere de delta G7 
(pesees individuelles a JO et J7 de I'epreuve). Des ecouvillonnages nasaux sont 
realises quotidiennement de JO a J1 4 de I'epreuve pour mesurer la quantite de virus 
excrete apres epreuve. 

Enfin, des prises de sang ont ete effectuees a JO, J7, J 14, J21 et J28 du protocole 
pour mesurer la cinetique et le taux des anticorps seroneutralisant le virus de la 
maladie d'Aujeszky (PRV). Les anticorps ELISA anti-PRV d'isotypes lgG1 et lgG2 
ont egalement ete mesures dans les serums recoltes chez les pores vaccines et non 
vaccines. 

Exemple 23 : Application chez le bovin 

L'efficacite d'un vaccin plasmidique, associe ou non au carbomere, a ete etudiee 
chez le bovin dans un modele de vaccination/epreuvei de la rhinotracheite 
infectieuse bovine (IBR) ou BHV-1 . Le vaccin teste est un melange des 2 plasmides 
pPB156 (exemple 14) et pAB087 (exemple 15) comprenant et exprimant 
respectivement les genes gB et gD du virus BHV-1 . Le melange a ete associe ou 
non au carbomere comme selon la presente invention. Le protocole de 
vaccination/epreuve utilise a ete le suivant : 
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Groupe 


Nombre de 
veaux 


Vaccin 


Diluant 


Dose 


A 


6 


pAB087 + pPB156 


solution saline 


2 x 300 un 


B 


6 


pAB087 + pPB156 


Carbopol® 
974P 


2 x 300 /jg 


C 


6 


Ibepur 




1 dose 
commerciale 


D 

(temoins) 


6 









A JO, les veaux des groupes A et B ont ete vaccines avec le melange de plasmide 

PPAB087 et pPB156 (300 pg de chaque plasmide), associe ou non avec le 

carbomere, par voie intramusculaire, et sous un volume de 5 ml. 

Les veaux du groupe C ont recu une injection du vaccin commercial Ibepur (vaccin 

sous-unites, MERIAL, Lyon, France) par voie intramusculaire sous un volume de 2 

ml. 

Les veaux du groupe D n'ont pas ete vaccines. 

A J21, les groupes A, B et C ont recu une deuxieme injection de vaccin selon les 
memes modalites qu'a JO. 

A J35, les veaux ont ete eprouves avec 2,5 ml (a raison d'1,25 ml par narine) 
d'une suspension virale de la souche d'epreuve BHV-1 souche B901 (dilution au 1/5 
d'une solution stock titrant 10 8 - 15 DICC50/ml). 

Apres epreuve, les veaux ont ete suivis pour les signes cliniques (etablissement 
d'un score clinique). Des ecouvillonnages nasaux ont ete realises quotidiennement 
de JO a J14 de I'epreuve pour mesurer la quantite de virus excrete apres epreuve. 
Enfin, des prises de sang ont ete effectuees a JO, J7, J 14, J21, J35 et J49 du 
protocole pour mesurer la cinetique et le taux des anticorps seroneutralisant le 
virus de la rhinotracheite infectieuse bovine (BHV-1). Les anticorps ELISA anti-BHV- 
1 d'isotypes lgG1 et lgG2 ont egalement ete mesures dans ces les serums recoltes 
chez les veaux vaccines et non vaccines. 
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Exemple 24 : Application chez le chien 

L'efficacite d'un vaccin plasmidique, associe ou non au carbomere, a ete etudiee 
chez le chien dans un modele de vaccination/epreuve de la maladie de Carre (CDV). 
Le vaccin teste est un melange des 2 plasmides pAB044 (exemple 1 8) et pAB036 
(exemple 1 9) comprenant et exprimant respectivement les genes HA et F du virus 
CDV. Le protocole de vaccination/epreuve utilise a ete le suivant : 



Groupe 


Nombre de 
chiens 


Vaccin 


Diluant 


Dose 


A 


6 


pAB036 + pAB041 


solution 
saline 


2 x 200 jjg 


B 


6 


pAB036 + pAB041 


Carbopol® 
974P 


2 x 200 //g 


C 


6 


EURICAN 




1 dose 
commerciale 


D 

(temoins) 


6 









Les chiens des groupes A, B, C ont ete vaccines a JO et J28 par voie 
intramusculaire. Les chiens des groupes A et B ont recu pour chaque vaccination 
une injection de solution plasmidique de 400 /jg au total (2 x 200 pg) sous un 
volume de 1 ml. 

Les chiens du groupe C ont ete vaccines avec le vaccin EURICAN (CHPPI2) 
qui est un vaccin commercialise par Merial, Lyon, France. Une dose commerciale 
contient environ 10 4 pfu de la souche vaccinale CDV Onderstepoort ainsi que les 
valences pour la vaccination contre I'hepatite de Rubarth, la parvovirose canine et 
le virus parainfluenza de type 2. 

L'epreuve a ete effectuee a J49, par administration intracerebral d'une 
dilution au 1/10eme de la souche d'epreuve CDV "Synder-Hill" (lot prepare et fourni 
par I'USDA, USA). 
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Un suivi clinique a ete effectue quotidiennement pendant 21 jours apres 
I'epreuve pour noter les signes (etat general, symptomes oculo-nasaux, symptomes 
digestifs, symptomes nerveux, temperature) (notation selon les regies de la 
Pharmacopee Europeenne). Les chiens eprouves ont egalement ete peses une fois 
5 par semaine. 

La protection a ete appreciee sur les criteres suivants : 

- scores cliniques moyens de chaque groupe 

- niveau de viremie CDV apres epreuve (mesure de la charge virale dans les 
lymphocytes a J56, J61, J66, J70). 

10 - numeration/formule sur prises de sang effectuees a J48, J54, J56, J59, J63 et 
J70 (soit jours -1 , 5, 7, 10, 14 et 21 apres epreuve). 

- evolution ponderale apres epreuve. 

Pour tous ces criteres , les taux moyens de chaque groupe ont egalement ete 
compares entre eux et au taux moyen du groupe temoin. 
15 Des prises de sang ont ete realisees aux jours JO, J 14, J28, J56 et J70 pour 

le titrage des anticorps ELISA et seroneutralisant le virus de la maladie de Carre. 
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REVENDICATIONS 

1. Vaccin ADN comprenant un ADN nu incorporant et exprimant in vivo 
une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide antigenique, de preference un 
gene d'un agent pathogene, et au moins un compose adjuvant choisi parmi les 
polymeres acrylique ou methacrylique et les copolymeres d'anhydride maleique et de 
derive alcenyle. 

2. Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend comme 
compose adjuvant un polymere de I'acide acrylique ou methacrylique reticule par un 
ether polyalcenylique de sucre ou de polyalcool. 

3. Vaccin selon la revendication 2, caracterise en ce que le polymere est reticule 
par un allyl saccharose ou par de rallylpentaerythritol. 

4. Vaccin selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend comme 
compose adjuvant un copolymere d'anhydride maleique et d'ethyiene reticule, par 
exemple par du divinylether. 

5. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que 
le compose adjuvant est present dans le vaccin a raison de 0,01 % a 2 % PA/. 

6. Vaccin selon la revendication 5, caracterise en ce que la concentration est de 
0,06 a 1 % en PA/ de preference de 0,1 a 0,6 % en P/V. 

7. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
I'ADN nu est un plasmide. 

8. Vaccin selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise en ce 
qu'il comprend un ADN nu incorporant et exprimant une sequence d'un pathogene de 
pore, cheval, chien, bovin, chat ou d'espece aviaire. 

9. Vaccin selon la revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend au moins 
une sequence d'un pathogene choisi parmi : 

- virus de la maladie d'Aujeszky 

- virus de la grippe porcine 

- virus de la maladie mysterieure du pore 

- virus de la parvovirose porcine 

- virus de la peste porcine classique 

- Actinobacillus pleuropneumoniae 

- virus de la rhinopneumonie equine 
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- virus de la grippe equine 

- CI. tetani 

- virus de Pencephalite de I'Est 

- virus de I'encephalite de I'Ouest 

- virus de I'encephalite venezuelienne 

- B. Burgdorferi 

- virus de la maladie de Carre 

- parvovirus canin 

- coronavirus canin 

- virus herpes canin 

- virus de la rage 

- virus herpes bovin de type 1 ou 5 

- virus respiratoire syncytial bovin 

- pestivirus bovin 

- virus parainfluenza bovin de type 3 

- virus de la leucemie feline 

- virus de la panleucopenie feline 

- virus de la peritonite infectieuse feline 

- herpesvirus felin 

- virus de la calicivirose feline 

- virus de Pimmunodeficience feline 

- virus de la maladie de Marek 

- virus de la maladie de Newcastle 
virus de la maladie de Gumboro 
virus de la bronchite infectieuse aviaire 
virus de I'anemie infectieuse aviaire 
virus de la laryngotracheite infectieuse 
virus de la leucose aviaire 
pneumovirus aviaire 

virus de la peste aviaire. 

10. Utilisation d'un compose choisi parmi les polymeres de I'acide acrylique 
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methacryNque et les copolymeres cTanhydride maleique et de derive alcenyle, tel que 
defini dans Tune quelconque des revendications 1 a 9, pour adjuver un vaccin ADN 
incorporant et exprimant in vivo une sequence nucleotidique heterologue. 



l/<S 



A1X2AAGACAACCATTATTTTGATACTACT 

AACACAGCCACATTATGTCTGGGACACCATGCAGTAGCAAATGGAA 
GACCAAATTGAGGTGACiU^TCCTACTGAAa^ 
TCATATAGGGTTCTAGATCGAAGAAAT^ 
GATTTTC^GTATGAGAATTCK^AC 

GACATCCCTGACTATGCATCGCTCCGGTCC^TTGTAGCATC 

•r"IXn?TTAGCCG&CTGAATTGGCTAACAAAA^ 

AACAATAAAAATTTCGATAAACTATACATCTGGGGQATTCAT^ 

AAATTATT^TATCCAAGAATCAGGACGAGTAACAGTCTCAACAGAAAGAAGTCAA 

AACATCGGATCTAGGCCGTGGGTC3f3GGGTCAATCAGGCAGGAT^ 

CCrn3GAGATATTCOaATGATAAA<^CAA 

ACAGXSGAAAAGCTCTGTAATX^GAT^ATG^ 

AATS^GCATCCCC^CCACAAACCATT^^ 

TATATCAGGCAAAACACTTTAAAGCTGGCCACTGGG^ 

ATCTTTCGAGCAASAGCGGGATTCAT^^ 

CGAaaTCAAAACTCGGAACX^OiGGAC^^ 

ATCAAa^AAAATTAAACAGAGTGATTGA^ 

TCAGAAGTAGAACX^GAATCCAGGATTTGCU*^ 

TACAATGCAGAATTGCTGGTGGCTCTAGAAAATCAA 

AAATTATTCGAGAAGAeiaGGCGCCAGTTAAGAGAAAACGCGGAAGA^ 

ATTTACCACAAATGTGATAATGCMGCATT^ 
AGAGATGAAGCATTAAACAACCGATTTCAAATCAAAAGTGT^ 
ATACTGTGGATTTCATTCGCCATATCATGCTTCTTA^ 
GCTTGCCAAAAAGGCAACATCAGGTGCAACATTTGCATTTGA 



Figure N° 1 




ATGAAGACAACCATTATTTTGATACTACTGACCCAT^ 
CAACACAGCCACATTATGTCTGGGACACCATGCAGTAGCAAATGGAAC 

ATGACCAAATTGAGGTGACAAATGCTACTSAATTAGTTCAGAGCATTTCAAT^ 
AACTCATATAGAGTTCTAGATGGAAGAAATTGCACATTAATAGATGCAATGCTAGGAGACCCCC 

TGATGTCTTTCAGTATGAGAATTGGGACCTCTTCATAGAAAGAAGCAGC 

CATATGACATCCCTGACTATGCATCGCTCCGGTCGA2T 

GCAGAGGGATTCACATGGACAGGTGTCACTCAAAACGGAAGAAGTGGAGCCT^ 
OOMaOXTTCTTra^^ 

CAATGCCTAACAATAAAAATTTCGACAAACTATACATCTGGGGGATTCATC^ 
CAGCAAACAGAATTGTACATCCAAGAATCAGGACGAGTAACAGTCTC^ 

GATAATCCCTAATATCGGATCTAGACCGTGGGTCAGGGGTCAATCAGGCAGGATAAGCATATAGTGGA 
CCATTGTAAAACCTGGAGATATCCTAATGATAAACAGTAATGGCAACTTAGT^ 

ATGTATTACACCAAATGGAAGCATCCCCAACGACAAACCATTTCAAAATGTGA 
GAAAATGCCCCAAGTATATCAGGCAAAACACTTTAAAGCTGGCCACTGGGATGA 

AAGCAAATCAGAGGAATCTTTGGAGCAATAGCGGGATTCATA 

TCGGTGG^TGGATTCCGATATCAAAACTCGG^ 

AAG CAGCCATCGACCAGATTAATGGAAAATTAAACAGAGTGATTGA 

CAAATAGAGAAGGAATTCTCAGAAGTAGAAGGGAGAATCCAGGACTTGGAGAAGTATGT 

TAACAGATGCAGAAATGAATAAATTATTCGAGAAGACTAGACGCC 

ATGGGAGGTGGATGITTCAAGATTTACCACAAATGTGATAATGGATGCA^ 

GACATATGACCATTACATATACAGAGATGAAGCATTAAACAACCGATTTCAAATC 

TCAAATCAGGCTACAAAGATTGGATACTGTGGATO 
GTTCTATTGGGTTTCATTATGTGGGCTTGCCAAAAAG 



Figure N° 2 




ATGAACCCAAATCA&AAG&TAAT&&CAM 

ctccatgtagtcagcattatag^ 

GGGACGATCATAAGAGAGTACAATGAAACAGTAAGAGTAGAAA^ 

acaat^gtacat^aaagatcttc^ 

CAGGGCTTTGCACCATTTTCCAAAGACAATGGAATACGAA 

AGAGAACCTTTTGTATCATGTTC^ 

AATGACAAACATTCTAACGGCACA^^ 

GGGGAATCACCnSVATGTGTATCAAGCTAGGTTTGAA^^ 

GGAAAAAAATGGATGACAGTTGGAGTCACAGGGCCCGACAATCAAGCAGTTGCAGTA 
GGTGTTCCGGTTGATATTATTAATrcATGGGCATGGGATATCTTAAGAACCCA 

TGC^TTAAAGGAGACTCTTA^ 
TTCAAAGCAAAAAATCGAAGAATAATTGGG^^ 

TGTTCTTGTT1AC C CCAATG AAGGGAAGGTGGAATGC ATATGCAGGG AC AACTGGACTGG AAC AAATAGA 
CCAATTCT<^TAATATCTTCTGA^ 

ACTC CTAGGGGAGAGGATAGTC AATTCACAGGCTCATGTACAAGC C CTTTGGGAAATAAAGGATACGGT 

GTAAAAGGTTTCGGGTTTCGACAAGGAACTCACGTATC3GGCCGGAAGGACAA 

TCAGGATTCGAAATAATAAAGATCAGGAATGG'TrGGACACAGAATAGTAAAGATC 

GTCATTATTGATAACCTAAATIX^^ 
AAGGGATGTTTAGTCCCCTCTTTC^^ 

ACCTCTAGCAGCTCCATTGTGATGTGTGGAGTAGATCATAAAG 
GCTATTCTTCCCTTTGACATCGATAAGATGTAA 
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ATGAATCCAAATCAAAAGATAATAACAATTGGATCTG 
CTCCATGTAGTCAGCATTATAGTAAC^ 

GGGACGATCATAAGAGAGTACAATGAAACAATAAGAGXAGAAAGAAT^ 
ACAATTGAGTACATAGAGAGACCTTCAAAT^^ 

CAAGGCTTTGC ACC ATTTTC C AAAGATAATGGAATACGAATTGGGTCGAGAGGC C ATGTTTTTGTAATA 

AGAGAAC CTTTTGTCTCATGTTCGC CCTCAGAATGTAGAACCTTTTTCCTCACACAGGGCTCAC^ACTC 

AATGACAAACATTCTAACGGCACAGTGAAGGACCGAAGTCCATATAGGACTTTGA 

GGGCAATCACCTAATGTGTATCAAGCTAGGTTTGAATC 

GGAAAAAAJVTGGATGACAGTTGGAGTCAC^GGGCCCGATAA 

GGTGTTCCGGTTGATATTATTAATTC^ 

TGCATTAAAGGAGACTGTTATTGGGTGAT^^ 

TTCAAAGCAAAAGATCGAAGAATAATTGGGCAGACTGAT^ 

TGTTCTTGTTACCCCAATGAAGGGAAGGTGGAATGCATATC 



ACTCCTAGGGGAGAGGATAGTCAATTCACAGGCTCATGTACAAGTCCT^ 

GTAAAAGGTTTCGGGTTTCGACAAGGAACTGACGT^ 

TCAGGATTCGAAATAATAAAAATCAGGAATGGTTGGACACAGAACAG 

GTGATTATTGATAACCCAAATTGGT^ 

AAGGGATGTTTAGTCCCCTGTTTCriXSGGTTC 

ACCTCTAGCAGCTCCATTGTGATGTGTGGAGTAGATCATAAAATT^ 
GCTATTCTTCCCTTTGACATAGACAAGATGTAG 
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ATGGCGTCTCAAGGCACCAAACGATCTTAT^ 
AACTCAAATCAGAGCATCTGTCGGAAGG^^ 
GTACTGAGCTTAAATTAAACGACC^ 

AGACCCTAAGAAAACGGGAGC^CCGATATACAGAAGGAAAGATGGGAAATGGA 

TCCTCC^TGATAAAGAGGAAATCATGAGGGTCTGGC 

GCTGGTCTTACCC^TATGATGATCTG^ 

GGCTCTTCTTCGGACTGGGATGGATCCCAG^TGTC^ 

GC^GATCTGGAGCTGCCGGTGCTGCA^ 

ATGATCAAACGCGGGATAAATGATCGAAATT^ 

TGCTTATGAAAGAATGTGCAATATCCTCAAAG^ 

TGGACCAAGTGAGGGAGGGCCGCAATCCTGGAZU^TGCTGAGAT^ 

CGATCAGCACO?CATOTTGAGAGGATCAGT^ 

CCTTGCAGTAACCAGTGGGTATGACTTTGAGAAG 

TC^AACTACTCCAGAACAGCCAAAT^^ 

AGCCAGTTGGTGTGGATGGCATGCCATTCTGCAGCAT^ 

TAGAGGAACAAAAGTAATCCCAAGAGGAC^GTTGGCAACC^ 

AAAACATGGAGACAATAGATTCTAGCACACTCGA^^ 

AGAAGTG^AGGAAAC^CCAGTCAACAGAGAGCATCTC 

CTCAGTGCAGAGAAATCTTCCCTTTGAAAGAGCAACCATTAT^ 

AGCGGAGGACTTCCGACATGAGAACGGAAATCATAAGGATGATGGAAAAT^ 

GTGTCTTTCCAGGGGCGGGGAGTCTTCGAGC^ 

TTCCTTTGACATGAGCAATGAAGGGTCTTATTTC 

AA 
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€/€ 



GAAATCAGAGCATCTGTCGGAAGGATGGTGGGAGGAATCGGCCGGTTTTATGTTC 

C^AAACTAAACC^CCAT^^ 

GCATTCGACC 

CO^CCCGATATACAGA* 
ATCA3 



; GAAAGAAG AAACAAGTATC TC GAGG AGCATC C C AGTG C TGGG AAAG AC C CTAAG AAAACG 



TGGCACTCCAATCTCAATGACAC CACATACC AAAGAACAAGGGCTCTTGTTCGGACTGGGATGGATC CC 

^.GAAAATGGTCC^AA^ 

CAQACACCA^CAACGOCCTA^ 

GAGGATCTCATTTTCTTCGCAC^ 

CCTGCCTGTG^TTTATGGCCTTGCAGTAACCAGTGGGTATGACTTT^ 
GGAATTGATCCTTTCAAACTACTCCAGAACAGCCAAATTTTCAGTCTAAT^ 

GCACACAAGAGCCAGTTG<3TX3TGGA3X3GCATGCC^ 

TTCATTAGAGGAACCAAAGTAATCCCAAGAGGACAGTTAGCAACCAGAGGAGTGCAAATTGCTTCAAAT 
GAAAACATGGAGACAATAGATTCTAGCACACTCGAACTGAGAAGCAAATATTGGGC 

AGTGGAGGAAACACCAGTCAACAGAGAG 
CAGAGAAATCTCCCTTTCAAAGAG^^ 
TC CG AC ATGAG AACC 
CGGGGAGTCTTCGAGCTCTCC 

GAAGGGTCTTATTTC*rTCGGAGACAATGCTGAGGAGTT/re 



VGCATCTGCAGGACAGATAAGTGTGCAACCTACTTTCTCAGTG 



^GGAAATC ATAAGGATG ATGGAAAATGC C AAATC AG AAGATGTGTCTTTC CAGGGG 

;ggacgaaaaggcaacgaacccgatcgtgcctix;ctttgacatgagcaat 



Figure N° 6 
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